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本論文で用いた主な略語一覧表 
 
ACM  acute coliform mastitis，急性大腸菌性乳房炎 
BSA  bovine serum albumin 
BT  body temperature 
BUN  blood urea nitrogen 
CD14  cluster of differentiation 14 
CFU  colony forming unit 
CK  creatine kinase 
CRP  C-reactive protein 
CS31A  Escherichia coli の線毛抗原，付着因子 
DHL  desoxycholate-hydrogen sulfide-lactose agar 
DIC  disseminated intravascular coagulation，播種性血管内血液凝固 
ETEC  enterotoxigenic Escherichia coli 
FCM  fat-corrected milk  4%脂肪補正乳量 
FY  F17, Att 25, Escherichia coli の線毛抗原，付着因子 
Hp  haptoglobin 
HRP  horseradish peroxidase 
IgG  immunoglobulin G 
IL-1  interleukin-1 
J5  Escherichia coli O111: B4 strain J5 
K99  F5, Escherichia coli の線毛抗原，付着因子 
LAP  lingual antimicrobial peptide 
LBP  lipopolysaccharide binding protein 
LF  lactoferrin 
LPO  lactoperoxidase 
LPS  lipopolysaccharide 
MHC  major histocompatibility complex，主要組織適合遺伝子複合体 
NEFA  non esterified fatty acid 
PAMPs  pathogen-associated molecular patterns 
PBS-Tween 2% Tween20加 phosphate buffered saline 
PLT  platelet 
PMNs  polymorphonuclear leukocytes 
Q-milk  LPS投与 24 h後の分房乳量，投与前に対するパーセンテージ 
SCC  somatic cell count 
SIRS  systemic inflammatory response syndrome 
SRID  single radial immunodiffusion 
T-Bil  total bilirubin 
TLR  toll-like receptor 
TMR  total mixed ration 
TNF-α  tumor necrosis factor-α 
WBC  white blood cell 
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と環境性に群別することができる。伝染性には Staphylococcus aureus, Streptococcus 
agalactiae, コアグラーゼ陰性ブドウ球菌（CNS), Streptococcus dysgalactiae 等が含まれ，環
境性には Streptococcus uberis, 大腸菌群（Escherichia coli, Klebsiella）等が含まれる。近年は
伝染性乳房炎の発生件数が減少している一方で，環境性乳房炎は減少していない（浜名ら，
2012）。 
 Hogan and Smith（2003）は，臨床型乳房炎で全身症状を示すものの多くが大腸菌群の細
菌によって引き起こされると述べている。また，平成 21年度家畜共済統計によると，乳牛
の雌の死廃事故頭数 162,731頭，病傷事故頭数 1,416,584頭のうち，乳房炎によるものがそ
れぞれ 13,993 頭で 8.6%，410,217頭で 29.0%を占める。乳房炎による死廃事故のうち，大
腸菌によるものが 4,486 頭（32%）で最も多く，病傷事故では 42,536 頭（10%）で，レン

















図 1－1 原因菌別事故頭数割合（平成 21年度家畜共済統計） 
    a: 乳房炎死廃事故 b: 乳房炎病傷事故 
 
急性大腸菌性乳房炎 
 急性大腸菌性乳房炎（acute coliform mastitis, 以下 ACM）は，グラム陰性桿菌（主に腸 
内細菌）が原因で起きる乳房炎であり，一般に，大腸菌（Escherichia coli，以下 E. coli）の
他，Klebsiella sp.，Enterobacter sp. が原因菌となり，その他 Serratia，Pseudomonas，Proteus
属の菌が原因になることもある（Hogan and Smith, 2003）。ACMは，日本では「急性大腸
菌性乳房炎」という呼称が一般的であるが，coliform の名が示すように本疾病の原因菌は
E. coliのみではなく，その他のグラム陰性桿菌による乳房炎も含まれる。原因菌種により
生息場所が異なり，E. coil は糞便，Klebsiella はオガクズ，Proteus は汚水に生息する（安
里ら, 2005）ため，乳房炎の発生はウシをとりまく環境の影響を受ける。また，これらの





































ら，ACMの症状の重さは主にウシ側の要因によって決定される（Burvenich et al., 2003）。 
 ACMの原因となるグラム陰性桿菌は，増殖・死滅する際にエンドトキシン（endotoxin，
内毒素）を放出する。放出されたエンドトキシンは，lipopolysaccharide binding protein（LBP）
および Cluster of differentiation 14（CD14）に結合して，乳腺上皮細胞やマクロファージの
細胞膜表面に存在する受容体タンパク質 toll-like receptor 4（TLR 4）によって認識され，標
的細胞を活性化する。活性化された細胞は，組織因子（tissue factor，血液凝固第Ⅲ因子），
leukotriene，血小板活性化因子，tumor necrosis factor-α（TNF-α）や interleukin-1（IL-1）
などの炎症性サイトカインを遊離し，これらが全身の炎症反応をひきおこす（矢田，2005）。
このような重症の ACMの病態は，全身性炎症反応症候群（systemic inflammatory response 
syndrome; SIRS）と呼ばれる（篠塚，2010）。 













































（Burvenich et al., 2003）。 
 乳房炎の治療法としては抗菌製剤の乳房内注入が一般的であるが，ACM においては，
抗菌製剤の投与により菌体から新たにエンドトキシンが放出され，症状を悪化させる危険






















 海外では，ACMの対策として，E. coli O111: B4 J5株（J5; Overbeek et al., 1987）あるい
は Salmonella enterica subspecies enterica serovar Typhimurium（Salmonella Typhimurium） 
Re-17変異株（McClure et al., 1994）から製造された乳房炎ワクチン（不活化）が使用され
ている。主な製品として，ENVIRACOR J-5（Pfyzer，米国），J5 Shield（NOVARTIS，米国），
STARTVAC（HIPRA，スペイン），J-VAC（Merial，米国），ENDOVAC-Dairy（IMMVAC，
米国）がある。これらの多くは J5 を用いているが，ENDOVAC-Dairy のみ Salmonella 
Typhimurium Re-17変異株を用いている。 











の型の大腸菌を 150 colony forming unit（CFU）乳房内に接種した。その結果，ワクチン接
種，非接種いずれのウシにおいても急性で重症の臨床型乳房炎を発症したことから，これ
らの死菌ワクチンでは ACMの発症を予防することはできなかったと報告した。 
 Hogan et al.（1992b）は，J5ワクチンを乳牛の乾乳開始時，乾乳 30日後，および分娩後





 Hogan et al.（1995）は，J5ワクチンを乳牛の乾乳開始時，乾乳 30日後，分娩後 48時間
以内の 3回皮下接種し，対照牛にはアジュバントのみを投与した。分娩 30日後に J5とは
別の型の大腸菌を平均 61.2 CFU乳房内に注入したところ，接種牛の 7日後の乳汁中体細胞
数および 2, 3, 4日後の乳汁中の菌数が対照牛に比べて有意に少なく，接種牛の 1, 7日後の




 Wilson et al.（2007a）は，乳牛 251頭に対し，J5ワクチンを乾乳開始時および分娩予定










 Wilson et al.（2007b）は，前回の産次に乳房炎の記録がなく，体細胞数の少ないウシを
選んでワクチンの接種試験を実施した。4頭に分娩予定日の 8週間前と 4週間前に J5ワク
チンを皮下接種し，4頭を対照とした。分娩 8～16日後に，1,000 CFUの E. coliを乳房内
に注入したところ，乳汁中体細胞数は，21時間から 132時間後の間，対照牛の方が接種牛
より有意に多く，1日後の乳量は対照牛が接種前に比べて 8 kg減少したのに対して，接種
牛では逆に 0.5 kg増加した。乳汁中の菌数は，6時間から 21時間後の間，対照牛の方が有
意に多かった。また，ワクチン接種牛における J5特異的 IgG1および IgG2抗体価の上昇も






 J5ワクチンの接種回数について，Erskine et al.（2007）は，2産以上のホルスタイン種乳
牛 1,012頭を供試し，J5ワクチンを乾乳開始時，分娩約 3週間前，分娩の 5から 11日後の
3回皮下接種した群と，3回目の接種のさらに 28，56，84日後に接種して計 6回接種した
群とを比較した。6回接種した牛群は，4, 5, 6回目の接種から 28日後の血清中の抗 J5 IgG2
濃度が 3回接種した群に比べて有意に高かった。また，臨床型乳房炎が発生したウシの割
合には差がなかったが，3 回接種群の方が 6 回接種群に比べて重症になりやすく，分娩の




 Erskine et al.（2010）はウシ 28頭を 4群に分け，処理内容は J5ワクチンを①頚部左側に
3 回皮下接種，②頚部左側に 5 回接種，③頚部左側，右側，胸部右側，左側，頚部左側に
順次計 5回接種，および④非接種とした。その結果，5回接種した 2群のウシの抗 J5 IgG1
および IgG2濃度は 3回接種した群のそれらより有意に高く，5回接種したウシの中でも 1
ヶ所に接種したウシよりも，異なる 5ヶ所に接種したウシの方がそれらの値は有意に高か
った。このことから，3 回より 5 回の反復接種，および異なる場所への接種が効果的であ
ることを報告した。 
 ワクチンの投与場所について，Hogan et al.（1997）は，ウシ 18頭を 3群に均等に分け，
①分娩前に J5ワクチンを 2回皮下接種，1回乳房内接種，②分娩前に 3回皮下接種，③非
接種として比較した。その結果，乳房内に接種したウシの分娩 21 日後の血清中抗 J5 IgG
および IgMは，皮下接種したウシに比べて有意に高かったと報告した。 
 Smith et al.（1999）は，ウシ 24頭を 3群に均等に分け，①分娩前に J5ワクチンを 2回
皮下接種，1回乳房内接種，②分娩前後に 3回皮下接種，③非接種とした。分娩 30日後に
E. coli 727を乳房内接種したところ，乳房内にワクチン接種したウシの乳清中の抗 J5およ
び抗 E. coli 727 IgG抗体価が，皮下接種のみのウシに比べて，E. coli 727接種時および接種
7日後に有意に高かった。乳房内にワクチン接種したウシの血清中抗 E. coli 727 IgG抗体価
は，接種 7日後に，皮下接種のみのウシに比べて有意に高かった。また，分娩時の血清中













素原性大腸菌（enterotoxigenic E. coli，以下 ETEC）ワクチン（Imocolibov，製造：Merial，
フランス；輸入・販売：科学飼料研究所，東京）である。ETEC ワクチンは，E. coli の線








 平田ら（1991）はホルスタイン種乳用牛 97頭を用い，妊娠後期に 2～3週間間隔で 2回
ETEC ワクチンを筋肉内注射し，対照牛 110 頭と比較した。その結果，分娩後 2 ヶ月間の
体細胞数には投与牛と対照牛で有意な差は認められず，臨床型乳房炎の発生率にも差が認
められなかったと報告した。 
 溝渕ら（1997）は，香川県内の一地区の農家を ETECワクチン接種農家 10戸（平均飼養
頭数 61.8頭）と未接種農家 16戸（平均飼養頭数 35.9頭）に分け，接種農家では分娩予定
日の 5および 3週間前に ETECワクチンを筋肉内注射した。接種農家について，接種前 3
年間と接種後 3年間を比較したところ，乳房炎発生率は接種前と接種後で有意差は見られ







 グラム陰性菌の LPS は，外側から順に O 抗原多糖，R コア多糖，リピド A が結合した
層構造をしている（図 1－2；平田，2002）。LPS の抗原性は多糖部分に依存する。O 抗原
多糖は菌株ごとに異なる部分であるが，R コア多糖はグラム陰性菌では菌種間で類似して
おり，血清学的に交差することが報告されている（Tyler et al., 1991; Tomita et al., 1995）。リ
ピド A は LPS の活性中心であり，LPS の示す生物活性はリピド A によって引き起こされ
る。しかし，リピド Aに対する抗体は産生されにくく，毒性を中和するような抗体は通常
得られないとされる（横地，2002）。J5 は，O 抗原多糖を欠くことにより R コア多糖が露




























多糖側鎖（O抗原多糖） リピド A 
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示すと考えられている（Tyler et al., 1991, 1992; Tomita et al., 1995）。そこで，J5ワクチンに
より産生された抗体を用いて様々な治療や試験が行われた。 
 Braude et al.（1977）は，J5ワクチンでウサギを免疫した抗血清をマウスの腹腔内あるい
は静脈内に投与し，6 時間後にエンドトキシンを静脈内に投与したところ，播種性血管内
血液凝固（disseminated intravascular coagulation; DIC）および腎皮質壊死症を防いだことか
ら，J5に対する抗血清はエンドトキシンからマウスを防御したと報告した。 
 Ziegler et al.（1982）は，ヒトの抗 J5免疫血清あるいは免疫前血清をそれぞれ菌血症患
者に静脈内投与したところ，患者の死亡率は，対照群が 39%（42/109）で，抗 J5免疫血清
投与群の 22%（23/103）に対して有意に高い値であった。また，激しいショック症状を呈
する患者の場合，対照群の死亡率は 77%（30/39）で，抗 J5血清投与群の 44%（18/41）に
対して有意に高い値であった。これらのことから，ヒトの抗 J5免疫血清はグラム陰性菌に
よる菌血症の死亡率を大幅に下げることができたと報告した。 
 Baumgartner et al.（1985）は，グラム陰性菌感染の危険性が高い外科患者を対象に抗 J5
抗体の治療効果を検討した。集中治療室に入った外科患者に対し，J5ワクチンを皮下接種
したドナーの免疫前血漿（対照）と接種後血漿をそれぞれランダムに投与した。対照患者
の 11%および抗 J5 抗体投与患者の 5%がグラム陰性菌による敗血症性ショックを起こし，
それぞれ 9人および 2人が死亡した。このことから，抗 J5抗体は感染率を下げなかったが，
グラム陰性菌感染症の重症化を防いで予後を改善したと報告した。 










 以上のように，抗 J5抗体を含む血清や血漿は，菌血症や内毒素血症に対する治療効果や 
臨床型 ACM の予防との関連性が示唆されているが，抗血清や血漿が乳房炎の治療に使わ
れた報告は無い。 























び prostacyclin が働く。これらの因子は乳汁中の SCC（特に好中球）や，乳頭および乳管
洞を内張りしている内皮細胞から放出される。補体の走化性成分 C5aは，乳汁中へ好中球
を誘導する。好中球などの白血球は細菌を識別する時，病原体間で共通の部分である
pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) を認識する。ACMの原因となるグラム陰性
菌の細胞壁を構成する lipopolysaccharide（LPS）も PAMPsの一種であり，これを認識する
受容体が好中球や上皮細胞の有する TLR4 である。LPS は乳腺上皮細胞やマクロファージ
表面の TLR4 によって認識され，炎症性サイトカインが遊離されるが，乳房炎に主に関与
するのは IL-1 および TNF-αである。サイトカインにより，乳房に多量の好中球が移行す
る他，抗菌性タンパク質や抗菌性ペプチド，補体，soluble CD14（sCD14），LBP等の濃度
が上昇して，侵入した細菌の貪食，殺菌が行われる（Shuster et al., 1991; Hyvönen et al., 2010; 
Huang et al., 2012; Isobe et al, 2009b; Bannerman et al., 2003; 2004a）。一方，TLR4で LPSに反
応して活性化されたマクロファージは，殺菌を行うとともに処理した細菌抗原を MHC 分
子とともに表出し，T細胞に抗原を提示する。さらに，T細胞を活性化する IL-12を放出す




























ACMを予防する方法が考えられる。海外では，Escherichia coli O111:B4 J5株（Overbeek et 
al., 1987）あるいは Salmonella Typhimurium Re-17 変異株（McClure et al., 1994）からつく
られた乳房炎ワクチンが市販されており，これらを用いることにより乳房炎発生率の低下，



















bovine serum albumin（BSA）濃度の推移を調べた。その結果，J5ワクチン接種牛の E. coli 接
種 24時間後の乳清中 BSA濃度は，アジュバントを注射したウシのそれに比べて有意に低
かった。また，SCCは E. coli接種の 168時間後に，J5ワクチン接種牛がアジュバントを注
射したウシに比べて有意に低かった。乳汁中の生菌数は，E. coli接種の 3, 6, 9時間後は，
J5ワクチン接種牛の生菌数がアジュバントを注射したウシに比べて有意に多かったが，48，
72，96 時間後は，逆にアジュバントを注射したウシの生菌数が J5 ワクチン接種牛の生菌
数よりも有意に多かったと報告した。Wilson et al.（2007b）は，J5ワクチン接種牛と非接
種牛の乳房内にそれぞれ E. coliを接種し，SCCおよび乳量の推移を調べた。その結果，E. 
coli接種の 21, 36, 48, 60, 72, 84, 96, 108, 132時間後の非接種牛の SCCが J5接種牛に比べて










実験 1 大腸菌不活化ワクチンの接種が乳房炎発生率および死廃率に及ぼす 
    影響 
 
材料と方法 















図 2－1 実験 1のデザイン 
 
(2) 動物 
 乳房炎による死亡あるいは廃用事故が起きている 5戸（A, B, C, D, E）の酪農家のホルス
タイン種乳牛を用いた。飼養形態は，A, B農家がフリーバーン，C, D, E農家が敷料にオガ
クズを使ったタイストールであった。2007 年は 273 頭（A 農家：152 頭，B 農家：24 頭，
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4.4歳および 4.5歳，2008年は 4.7歳および 4.3歳で，それぞれ接種牛と非接種牛との間に
有意差はなかった。2002 年度から 2006 年度における，乳房炎に起因する死亡または廃用







注射液として供給されているものである。大腸菌株の血清型は O8, O9, O15, O78, O101, 
O117で，本ワクチン 1 ml中にそれぞれ 3×109個の菌体が含まれている。抗原の量として
は，1ml中に病原因子 K99（≧1.22 SA. U）, FY（≧1.80 SA. U）, CS31A（≧1.27 SA. U）






 このワクチンを 5月から 7月の間に皮下接種し，その約 1ヶ月後に追加接種した。この
時期に接種した理由は，ACMが夏季に頻発すると報告されている（野村, 1986; Hogan and 





















 2007年は酪農家 A，2008年は酪農家 A, C, Eにおいて，初回のワクチン接種からその年
の 12月までの期間，乳房炎を発症した全てのウシから乳汁サンプルを採取した。乳汁サン
プルは初診時に１回無菌的に採取し，4℃で冷蔵するか，あるいは－20℃で凍結して実験室














でコロニーを釣菌して 3% 過酸化水素水（H2O2，ナカライテスク，市販の 30%液を蒸留






















 腸内細菌の菌種同定には API 20Eあるいは API rapid 20E（シスメックス・ビオメリュー）











 酪農家 A において，月 1 回記録されている乳量および乳成分データを用いて解析した。
4%脂肪補正乳量（fat-corrected milk; FCM）は次式により計算した。 
































数は，－100～0, 1～100, 101～200, 201～300日の 4つのカテゴリーに分け，泌乳日数は 0
～100, 101～200, 201～300, 301日以上の 4つのカテゴリーに分けた。4% FCMを従属変数




カテゴリ （ーCDV），泌乳日数のカテゴリ （ーCDM）を用いた。分析モデルはMILK = COW 
+ VAC + CDV + CDM + e とした。 










 2007年の 4農場における臨床型乳房炎発生件数の合計は，接種牛 27件，非接種牛 24件
であり，そのうち甚急性乳房炎は接種牛 7件，非接種牛 6件であった（表 2－1）。乳房炎
発生率および甚急性乳房炎発生率は，接種牛と非接種牛の間に有意差は認められなかった。 
 2008年の 3農場の乳房炎発生件数の合計は接種牛 27件，非接種牛 26件であり，両者の
間に有意な差は認められなかった。甚急性乳房炎発生件数は接種牛が 8件（7.8%），非接
種牛が 5件（4.8%）であり，両者間に有意差はなかった。 
















択された。ハザード比は，ワクチン接種が 0.09（P<0.01; 95%信頼区間 0.02～0.54），甚急
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性乳房炎が 26.22（P<0.01; 95%信頼区間 4.37～157.22），年齢が 0.67（P=0.06; 95%信頼区間
0.44～1.02）であった。ハザードの比例性に関して問題点は認められなかった。 
 
(3) 農家 Aの泌乳成績 







 2007年は乳房炎の乳汁 26検体（接種牛 12，非接種牛 14）から菌分離を試み，17検体（接
種牛 8，非接種牛 9）から細菌および真菌が分離された（表 2－3）。E. coliの分離率は，接
種牛と非接種牛とで有意な差はなかった。2008年は 32検体（接種牛 20，非接種牛 12）の
乳房炎乳汁を検査し，23 検体（接種牛 13，非接種牛 10）から細菌が分離された。E. coli
の分離率は，接種牛と非接種牛との間に有意な差はなかったが，接種牛の方が低い傾向を




表 2－1 2007年および 2008年の乳房炎発生状況 









供試牛頭数 140 133   105 102 
 乳房炎発生数  24 (17.1)  27 (20.3)   26 (24.8)  27 (26.5) 
    甚急性乳房炎  6 (4.3)  7 (5.3)   5 (4.8)    8 (7.8) 
    その他の乳房炎  18 (12.9)  20 (15.0)   21 (20.0)   19 (18.6) 
  死廃件数  7 (29.2)  2 (7.4)   0 (0)    1 (3.7) 
   甚急性乳房炎  5 (83.3*)  1 (14.3)   0 (0)    1 (12.5) 



















図 2－2 カプラン・マイヤー法による 2007年の生存曲線の比較 
    ETECワクチン接種牛と非接種牛との間で生存曲線に有意差あり（P=0.02，ログ・
ランク検定） 
0     50     100   150    200   250    300    350 
















表 2－3 臨床型乳房炎の症例から分離された病原菌の分離率 
分離菌 
2007年の件数 (%)†  2008年の件数 (%)‡ 
非接種牛 接種牛  非接種牛 接種牛 
Escherichia coli  3 (21)   2 (17)    3 (25)   2 (10) 
Klebsiella pneumoniae  0 (0)   0 (0)    0 (0)   3 (15) 
 その他の腸内細菌  0 (0)   1 (8)    0 (0)   3 (15) 
Staphylococcus sp.  3 (21)   2 (17)    1 (8)   2 (10) 
Streptococcus sp.  1 (7)   3 (25)    5 (42)   2 (10) 
 その他の病原菌（真菌）  2 (14)   0 (0)    1 (8)   1 (5) 
分離菌なし，または複数菌種を分離  5 (36)   4 (33)    2 (17)   7 (35) 
 14 (100)  12 (100)   12 (100)  20 (100) 
†：A農家から分離された件数 (%) 



























図 2－3 実験 2のデザイン 
ワクチン＋ ワクチン－
大腸菌性乳房炎＋

















 調査対象のワクチンは実験 1 で接種したものと同様である。ETEC ワクチンには 2 通り
のワクチンプログラムが用いられており，農家ごとにどちらかを選択している。一つは，
初回は分娩予定日の 2ヶ月前と 1ヶ月前に接種し，次の産次以降は分娩 1ヶ月前に接種す
る方法。もう一つは，春から初夏の時期に子牛を除くすべてのウシに接種する方法で，最










の時間は，24～96 時間であった。培養検査は実験 1 と同様に行い，DHL 寒天培地におい
てピンク色～赤色のコロニーを形成し，グラム陰性桿菌でカタラーゼ陽性，オキシダーゼ
陰性のものを腸内細菌と判定した。分離された腸内細菌は API 20Eまたは API rapid 20E（シ
スメックス・ビオメリュー）を用いて菌種を同定した。分離菌は腸内細菌とその他の菌に
分類し，生菌数（colony forming unit，以下 CFU/ml）を計算した。生菌数が多く数えられ
ない場合は，培地上に＞103 CFU のコロニーがあるものと解釈し，50 μlを 1 mlに換算し，








blood cell; WBC），血小板数（platelet; PLT），ヘマトクリット（hematocrit; Ht, PCV）を測定
した。臨床化学自動分析装置（アキュート，東芝メディカルシステムズ，栃木）を用いて， 
aspartate aminotransferase（AST, GOT），gamma glutamyl transpeptidase（γ-GTP），alkaline 
phosphatase（ALP），lactic acid dehydrogenase（LDH），creatine kinase（CK）活性値，およ
び total protein（TP），total cholesterol（T-Cho），blood urea nitrogen（BUN），total bilirubin（T-Bil），
non esterified fatty acid（NEFA），calcium（Ca），inorganic phosphate（P），magnesium（Mg）
濃度を測定した。 
 
(6) 血清中 haptoglobin濃度 
 血清中 haptoglobin濃度（Hp）を市販の測定キット（エコスチェック ウシ Hpプレート，
エコス研究所，宮城）を用いて一元放射免疫拡散法（Single radial immunodiffusion; SRID）
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び B（125 μg/ml）の直径をプロットし，この 2点を通る直線を引いて検量線とした。検量
線は横軸が Hp濃度（単位 μg/ml，実数軸），縦軸が沈降リングの直径（単位 mm，対数軸）
で描画した。この検量線を用いて検体の沈降リング直径から希釈検体中のHp濃度を求め，
さらに希釈倍率（2 倍）を乗じて被検血清中の Hp 濃度（μg/ml）を求めた。本キットの測
定範囲は 25～750 μg/ml（希釈倍率を乗じると 50～1,500 μg/ml）であった。沈降リングが
過大で判定できない血清は，生理食塩水で希釈後にシステイン溶液による還元処理を行い，
再検査した。 沈降リングが全く形成されない場合は 20 μg/ml 以下とみなされるが，今回
は 10 μg/ml（希釈倍率を乗じて 20 μg/ml）として集計した。 
 
(7) 血清中ワクチン抗体価の測定 
 ETECワクチンに対する抗体価は，Tyler et al.（1991）の方法を一部変更して酵素免疫測
定法により測定した。 










 ETECワクチンをアンプルから 50 ml遠沈管（labcon，米国）に移し，1,500×g，20分間，
4℃で遠心分離し，上清を除いた後リン酸緩衝食塩水（phosphate buffered saline; PBS），pH 7.4
を加えて再懸濁した。これを再び遠心分離して上清を捨て，同じ操作をさらに 2回繰り返
して沈澱を洗った後，0.02% thimerosal（ナカライテスク，京都）加 PBS，pH 7.4に再懸濁
した。懸濁した菌液を超音波ホモジナイザー（UR-20P，トミー精工，東京）で 1分間処理
した後，分光光度計（U-2000A，日立ハイテクノロジーズ，東京）を用いて波長 610 nmで
の透過率が 25%（吸光度 0.6）になるよう PBSを用いて濃度を調整し，酵素免疫測定法の
抗原液として使用した。96 ウェルマイクロタイタープレート（Nunc イムノプレート マ
キシソープ F底，サーモサイエンティフィック，神奈川）に，調製した抗原液を 100 μl/well
注入し，プレートを攪拌した後，シールして 37℃18時間静置した。プレートのシールを除
いてウェル内の液を捨て，0.1% Tween20（polyoxyethylene (20) sorbitan monolaurate，ナカラ
イテスク）加 0.85% NaCl（ナカライテスク）水溶液（以下，洗浄液）を用いて 3回洗浄後，
プレートを逆さにしてペーパータオルの上にたたきつけてウェル内の液を除いた。洗浄操
作は自動プレート洗浄機（マイウォッシャーオートミニ MA-1，旧 三光純薬 現 エーデ
ィア，東京）を使用した。1% ゼラチン（ナカライテスク）加 PBSを 300 μl/well注入し，
プレートをシールして 25℃で 1時間静置してブロックし，プレートへの非特異的結合を防
止した。シールを除き，プレートを洗浄液で 3回洗浄後，0.05% Tween20加 PBS pH 7.0（以
下，希釈液）を用いて 10,000倍に希釈した被検血清を 100 μlずつ注入し，プレートをシー
ルして 37℃で 30分間恒温振とう機（バイオシェーカー BR-40LF，タイテック，埼玉）を
用いて 50 rpm.で振とうした。シールを除いてプレートを洗浄液で 3回洗浄後，プレートを
逆さにしてペーパータオルの上にたたきつけてウェル内の液を除き，希釈液で 14,000倍に
希釈した horseradish peroxidase（HRP）標識ヤギ抗ウシ IgG血清（EY Labolatories Inc., CA，
米国）を 100 μl/well注入し，プレートをシールして 37℃，30 分間，恒温振とう機を用い
て 50 rpm.で振とうした。シールを除いてプレートを洗浄液で 3回洗浄後，ペーパータオル
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にたたきつけてウェル内の液を除き，TMB 液（発色基質）を 125 μl/well 注入し，21℃で
30 分間静置した後，マイクロプレートリーダー（オートリーダーER-8100，旧 三光純薬 
現 エーディア）を用いて 630 nm の波長で吸光度を測定した。得られた吸光度は検量線
をもとに抗体価（%）に変換した。 
 PBSは，NaCl 6.8 g, Na2HPO4（ナカライテスク）1.2 g，KH2PO4（ナカライテスク）0.7 g
を蒸留水に溶解，pH を調整した後，1Lにメスアップした。TMB 液は A 液と B 液を調製
し，遮光・冷蔵保存しておき，使用時に室温に戻し，A液と B液を等量混合して使用した。
A液は，citric acid monohydrate（ナカライテスク）2.575 g，urea hydrogen peroxide（シグマ
アルドリッチ，東京）0.25 g，Na2HPO4･12H2O（ナカライテスク）8.5 gを蒸留水に溶解し，
250 mlにメスアップして作製した。B液は，3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine （シグマアルド
リッチ） 0.125 gを DMSO（dimethyl sulfoxide，ナカライテスク）10 mlに溶解した後，citric 
acid monohydrate 2.575 gを蒸留水に溶解した液に添加し，全体を蒸留水で 250 mlにメスア
ップした。 
 
(8) 血清中抗 J5抗体価の測定 
 抗 J5抗体価は，抗 ETECワクチン抗体価と同様に酵素免疫測定法により測定した。E. coli 
O111:B4 J5株（ATCC 43745，住商ファーマインターナショナル，東京）を普通寒天培地（日
水製薬）に接種，画線培養して単コロニーを釣菌しトリプトソーヤソイブイヨン（日水製
薬）100 ml に移植し，37℃で 22 時間培養した後，formalin（ナカライテスク）を 2%添加
して 37℃で 24 時間静置して不活化した。これを 50 ml 遠沈管に移し替え，1,500×g，10
分間，4℃で遠心分離して上清を捨て，0.02% thimerosal加 PBS pH 7.4に再懸濁した。遠心
分離と再懸濁をさらに 2 回繰り返して沈澱を洗浄した。分光光度計を用いて 610 nm の吸
光度が 0.14 になるよう PBS で濃度を調整した。調製した菌液 5 ml と Freund's adjuvant 
incomplete（シグマアルドリッチ）2 ml を混合して約 6 カ月齢のホルスタイン種雌子牛の
頚部皮下に 2週間間隔で 4回接種し，最後の接種から 2週間後に真空採血管（VP-P100K，
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 子牛への接種に使用した菌液と同様に J5を純培養後 formalinで不活化し，PBSで 3回洗
浄した後，0.02% thimerosal加 PBS pH 7.4に再懸濁し，超音波ホモジナイザー（トミー精





(9) 血清中 IgG濃度の測定 
 ヤギ抗ウサギ IgG抗体（Sato et al., 2011）を炭酸バッファーで 100倍（20 μg/ml）に希釈
し，96 ウェル平底マイクロタイタープレート（ELISA 用プレート H，住友ベークライト，
東京）に 100 μl/well注入し，室温で 2時間静置した。炭酸バッファー（carbonate buffer, pH 
9.7）は sodium carbonate（Na2CO3，ナカライテスク）1.73 g と NaHCO3（ナカライテスク）
0.73 gを蒸留水 500 mlに溶解して作製した。2% Tween20加 PBSでプレートを洗浄後，ホ
ウ酸バッファーを 300 μl/well 添加し，室温で 30 分間静置してブロックし，プレートへの
非特異的結合を防止した。ホウ酸バッファーは boric acid（ナカライテスク）1.55 gを 500 ml
の蒸留水に溶解した後，1 N NaOH水溶液を用いて pH 7.8に調整し，さらに bovine serum 
albumin（シグマアルドリッチ）0.5 gと potassium dichromate（K2Cr2O7，純正化学，東京）
25 mgを加えて作製した。プレートを逆さにしてウェル内の液を捨て，ペーパータオルに
たたきつけて液を除いた。続いてホウ酸バッファーで 100,000倍に希釈した被検血清を 50 
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μl/well，HRP標識ウシ IgGを 50 μl/well，ホウ酸バッファーで 5,000倍に希釈したウサギ抗
ウシ IgG抗体（Bethyl Laboratories Inc., Montgomery, TX, 米国）を 50 μl/well添加し，攪拌
して室温で 4時間静置した。各ウェルを 0.02% Tween20加 PBSで 3回洗浄後，プレートを
逆さにしてペーパータオルにたたきつけてウェル内の液を除いた後，TMB液を 150 μl/well
添加し，室温で 30分間反応させた後，マイクロプレートリーダ （ーBio-Rad model 550, CA, 
米国）を用いて 655 nmの波長で吸光度を測定した。発色基質となる TMB Aおよび B液
は，(7)ワクチン抗体価測定と同様に作製した。スタンダードとして，10, 3.3, 1.1 μg/ml, 370, 
120, 41, 14 ng/ml の IgGを含む溶液をホウ酸バッファーを用いて調製し，被検血清と同時
に測定した。標識 IgGは，過ヨウ素酸法を用いてウシ IgG（MP Biomedicals LLC, Solon, OH, 



















 (1) 症例の概要 




 月別の ACM発生頭数は，6月が 13例と最も多く，次いで 7，8および 9月に各 9例で
あった（図 2－4）。6月から 9月の間に症例の 71%（40/56）が集中していた。死廃頭数は
6月が 8例と最も多く，次いで 8月が 4例であった。非接種牛と接種牛で発生時期の違い
は認められなかった。 
 分娩後日数（分娩日から ACM発生までの日数）では，分娩後 10日以内の症例が全体の
14%（8/56）を占めており，最も多かったが，その後の発生頻度に大きな変化は認められ
なかった（図 2－5） 
 乳汁からの分離菌は，接種牛 25頭および非接種牛 19頭から Klebsiella sp.，接種牛 4頭
および非接種牛 3頭から E. coli，接種牛 1頭および非接種牛 2頭から Enterobacter sp.，接
種牛 1頭および非接種牛 1頭からその他のグラム陰性菌が分離された（表 2－5）。接種牛
と非接種牛との間にはいずれの分離菌においても有意差は認められなかった。 































































図 2－4 大腸菌性乳房炎の月別発生頭数 
 
ワクチン 治癒牛頭数 (%) 死亡・廃用牛頭数 (%) 計 
非接種牛 14 (56) 11 (44) 25 
接種牛 22 (71) 9 (29) 31 
































表 2－5 乳汁から分離された菌の内訳 
分離菌種 









Klebsiella sp.   11 (79)   8 (73)    19 (86)   6 (67) 
Escherichia coli     2 (14)   1 (9)     2 (9)   2 (22) 
Enterobacter sp.    1 (7)   1 (9)     1 (5)   0 (0) 
その他のグラム陰性菌    0 (0)   1 (9)     0 (0)   1 (11) 
 


































































































































表 2－6 初診時の臨床病理学的検査成績のワクチン接種の有無による比較 
検査項目 1 










年齢（歳）  4.2 ± 0.5     6.3*± 0.6     4.6 ± 0.4     5.6 ± 0.6 
体温（℃）  40.1 ± 0.2    40.0 ± 0.2    40.0 ± 0.2    40.0 ± 0.4 
WBC (cells/μl)  3,414± 987   2,626 ± 758   3,959 ±1,036   2,863 ± 637.5 
PLT (×104/μl)  32.9 ± 4.1   16.6**± 2.6    30.6 ± 2.2    23.3 ± 2.4 
Ca (mg/dl)  8.2 ± 0.3     7.8 ± 0.3     8.1 ± 0.3     7.7 ± 0.4 
T-Bil (mg/dl)  0.37 ± 0.10   0.81* ± 0.17    0.35 ± 0.04    0.57*± 0.11 
BUN (mg/dl)  16.1 ± 1.2    21.7*± 2.0    20.0 ± 1.6    21.9 ± 0.9 
NEFA (μEq/l)  344.3± 95.3   538.4 ± 78.0   377.3 ± 43.8   532.1 ± 112.4 
CK (IU/l)  312.8 ± 114.1   539.5 ± 165.7   221.3 ± 19.5   500.9*± 224.9 
Hp (μg/ml)  752.6 ± 236.3  1,004.2 ± 413.5   925.5 ± 178.2  1,919.8*± 468.9 
乳汁中の生菌数 
 (log10CFU/ml) 
 4.5 ± 0.4     5.7*± 0.3     4.1 ± 0.3     5.4*± 0.4 
ワクチン抗体価 
(%) 
 1.8† ± 0.3    2.4‡ ± 0.8    19.1 ± 6.2    20.3 ± 6.3 
抗 J5抗体価 (%)  15.8 ± 3.9    10.0 ± 2.5    30.8 ± 6.5    38.3 ± 16.0 
IgG濃度 (μg/ml)  332.9† ± 70.1   241.7 ± 63.5   175.4 ± 36.8   167.8 ± 45.6 
分娩後日数  175.2 ± 37.2   131.2 ± 48.5   125.2 ± 26.6   116.1 ± 25.0 
接種後日数 － －   188.9 ± 44.4   270.3 ± 63.5 
治療回数（回）    4.5 ± 0.6     6.1 ± 1.3     6.3 ± 0.8     8.7 ± 0.8 
治療期間（日） 
 




1 WBC = white blood cell; PLT = platelet; Ca = 血清中 calcium濃度; T-Bil = 血清中 total 
bilirubin濃度; BUN = blood urea nitrogen濃度; NEFA = 血清中 non esterified fatty acid濃度; 
CK = creatine kinase活性; Hp = 血清中 haptoglobin濃度 
数値は平均値±標準誤差 
*: P<0.05, **: P<0.01（治癒牛と死亡・廃用牛の間で有意差あり） 




表 2－7 ワクチンプログラムと急性大腸菌性乳房炎の転帰との関係 
ワクチンプログラム n 
転帰 
治癒牛頭数 (%) 死亡・廃用牛頭数 (%) 
初夏一斉接種 18 16 (89) 2 (11a) 














                   (n=25)            (n=13)            (n=18) 
図 2－6  ワクチンプログラムによる血清中ワクチン抗体価の比較 







































図 2－7 ETECワクチン接種後日数と転帰の関係 
 長方形の下辺：第 1四分位数，上辺：第 3四分位数，長方形の中の線：中央値， 
  長方形の下辺から伸びる点線の先端：データ中，第 1四分位数－1.5×IQRより大
きいデータ点，長方形の上辺から伸びる点線の先端：データ中，第 3四分位数＋
1.5×IQRより小さいデータ点，○：外れ値 
   IQR = 第 3四分位数－第 1四分位数 
    













































   図 2－8 ワクチン接種の有無と初診時の血清中成分の比較 
    a: ワクチン抗体価，b: 抗 J5抗体価，c: IgG濃度 
        バーは平均値および標準誤差を示す 








































































































重さは主にウシ側の要因によって決定される（Burvenich et al., 2003）。したがって，本実験
において 2008年の死廃頭数が少なかった事が，ウシ側の要因により引き起こされたのかも

























 搾乳牛 1頭が分娩直後に死亡したと仮定すると，その後 305日間に搾乳されるはずであ
った生乳の価値は，90円/kg × 9,720 kg = 874,800円である。一方，その間の飼料代が必
要ないため，1,300円/日 × 305日 = 396,500円のコストが減少する。また，死亡・廃用牛
の処理費用 20,000 円と家畜共済掛金 48,000 円を加算し，共済金 203,500 円を差し引くと，
合計で 342,800 円マイナスとなる。さらに，代替初妊牛を導入したとすると 510,000 円が
かかるが，この牛が 305 日間生乳を生産したとすると，874,800 円の収入をもたらす。こ
の間の飼料代が 396,500 円かかり，家畜共済掛け金の 48,000 円を加算すると，422,500 円
の損失になる。 
 次に，2007年の結果から，ワクチン接種牛の乳房炎死廃率は 7.4%，非接種牛は 29.2%で
あった（表 2－1）。したがって，ワクチンを接種したことにより，死亡・廃用のリスクは，
7.4 (%) ÷ 29.2 (%) ≒ 0.25 すなわち，0.25倍になると考えられた。ワクチンの接種費用





 a × b × c × 422,500 > a × b × c × 0.25 × 422,500 + 3,140 × a 
 b × c × (1－0.25) × 422,500 > 3,140 






3. ETECワクチン抗体および抗 J5抗体が ACMの転帰に及ぼす影響 
 ETECワクチンは 6株の E. coliから成り，それらは K99 (F5), FY (F17), CS31Aといった
付着因子を有する株と，O78の不活化菌体を含んでいる。ETECワクチンの接種に伴い，
血液中にワクチン特異的抗体がつくられ，初乳中に分泌される。グラム陰性桿菌の細胞壁
を構成する LPSは，多糖側鎖（O抗原），Rコア多糖，リピド Aから成る（図 1－2; 平田，
2002）。Rコア多糖はグラム陰性菌の間で相互に違いが少ないとされ，抗 J5抗体は Rコア
多糖に対する抗体を含むことから，菌種の異なるグラム陰性菌由来の LPSとも交差反応を
示す（Tyler et al., 1992）。 









































された。高齢のウシは，ACMに対して，より感受性が高いことが知られている（Smith et al., 
52 
 










減少症などが起きると考えられる（高橋，1993; Ismail and Dickinson, 2010）。今回認められ
た，PLTの数と ACMの症状の重さの相関性は既報と同様であり，重症例の PLTの値が軽



































で BUN濃度が上昇することが知られており（Hirvonen et al., 1999; Ismail and Dickinson, 














た（Hirvonen et al., 1999; Shuster et al., 1996; Vandeputte-van Messom et al., 1993; Wenz et al., 
2001a; Lohuis et al., 1990b; Burvenich et al., 2003）。この所見は，ACMの初期に病原菌を排
除することが，症状の重さと転帰に影響することを示唆していた（Hill, 1981; Vandeputte-van 

























には，Hpの他に，C-reactive protein，serum amyloid A，α1-acid protein 等が知られている。
Hpは反芻動物における主要な急性期タンパクであり，乳房炎における有効な指標とされて
いる（Eckersall and Bell, 2010）。Hpは，乳房炎のウシにおいて，炎症反応の発生と重篤度





























  ACMの症例において，低カルシウム血症が見られることが知られている（DeGraves 
and Anderson, 1993; Wenz et al., 2001a; 久枝ら，2010）。一方、ウシの静脈内へのエンドトキ
シン投与（Griel et al., 1975）や、ウマの静脈内へのエンドトキシン投与（Toribio et al., 2005）、
敗血症患者（Zaloga et al., 1988），ブタのエンドトキシンショック（Carlstedt et al., 2000）に
おいても低カルシウム血症が起きることが報告されている。血中 Ca濃度は、主に副甲状
腺ホルモン（PTH)，活性ビタミン D3，カルシトニンによりコントロールされ，腸管から














の間で血清中 Ca濃度に有意差が無く（表 2－6），転帰を予測する指標とはならなかった。 
 


















6. ETECワクチンの接種プログラムと ACMの転帰との関係 
 実験 2 において，初夏に ETECワクチンを一斉接種したウシが ACMを発症した際の死
廃率は，分娩 1 ヶ月前に接種したウシに比べて有意に低かった（表 2－7）。一方，ワクチ
ン接種後日数を治癒牛と死亡・廃用牛で比較すると，有意な差ではないが，死亡・廃用牛
の中央値は治癒牛よりも高かった（図 2－7）。ACMの発生率は冬に比べて夏に高いと報告
され（Smith et al., 1985; 野村, 1986; Todhunter et al., 1991; 安里ら, 2005; Olde Riekerink et al., 





























































































































な免疫担当細胞によって認識される（Bannerman et al., 2004a）。これらの細胞は種々のサイ
トカインを合成し，これらを介して局所および全身の炎症反応が引き起こされる。乳房内
に LPSを注入することにより，ACMと同様の局所症状を再現できることから，ACMによ
る自然免疫応答のモデルとして LPS投与法はしばしば用いられてきた（Shuster et al.,1991; 
DeGraves and Anderson, 1993; Welles et al., 1993; Tyler et al., 1994; Lohuis et al., 1988, 1990a; 
Banneraman et al., 2003; Lehtolainen et al., 2003; Hiss et al., 2004; Wang et al., 2006; Corl et al., 





されている（Arnold et al., 1977）。ヒトの LFは細菌の LPSのリピド Aに高い特異性で結合
し，LPSを中和する（Legrand et al., 2004）。また，乳房内に LPSを注入すると，乳汁中の
LF濃度が上昇することが報告されている（Shuster et al., 1991; Hyvönen et al., 2010; Huang et 
al., 2012）。 
 LPO は抗菌性因子として知られる酵素で，唾液，乳汁，涙，気道分泌物中に存在する
（Geiszt et al., 2003)。LPOは H2O2の存在下でチオシアン酸塩（thiocyanate, SCN-）からヒ
ポチオシアン酸塩（ hypothiocyanate, OSCN-）を生成し，これが抗菌活性を示す
（Wijkstrom-Frei et al., 2003; 浜名ら，2012）。乳房内に LPSを投与すると，乳汁中の LPO
活性の増加が認められたと報告されている（Isobe et al., 2009b）。また，LPO活性と乳汁中
の SCCとの間には相関があり，LPO活性が SCCの指標になることが示唆されている（Isobe 
et al., 2011）。 
 LAP は β－defensin 類に属する抗菌性ペプチドで，炎症を起こしたウシの舌の上皮組織




器の組織に広く発現していることが明らかになった（Swanson et al., 2004）。Swanson et al.
（2004）は，LAP mRNAの発現は乳房炎発生時に増加し，乳汁中の SCCと LAP発現に正
の相関が認められたと報告した。Isobe et al.（2009b）は，乳汁中の LAP濃度が乳房内への
LPS投与後に有意に上昇すると報告した，したがって，LAPは乳房炎に対する自然免疫の
役割を持つと考えられている。 
 第 2 章で示したように，ETEC ワクチンが自然免疫応答の過剰反応を抑制し症状を緩和
しているのであれば，乳房内に LPSを投与した際，ワクチン接種牛の症状は非接種牛に比










(1) 供試牛および LPS投与 
 臨床的に健康な，泌乳中期のホルスタイン種雌牛 14頭を用いた。分娩後日数は 91日か
ら 103日であり，初産牛 11頭，経産牛 3頭であった。これらの牛は，試験の前日までフリ
ーストール牛舎で飼養し，混合飼料（Total Mixed Ration; TMR）を自由採食させた。搾乳
はミルキングロボットにより 2～3回／日，自発的に行われた。LPS投与の 3週間前に，7
頭の頚部へ 5 mlの ETECワクチン（Imocolibov）を皮下注射した。残りの 7頭は無処置と
した。ETEC ワクチンは第 2 章と同様のものを用いた。LPS 投与前日に，同じ牛舎内に設
置されているタイストールに繋留した。それぞれ TMRを給与し，その日は 9時と 16時に
バケットミルカーを使用して搾乳した。LPS投与前の 1日当たりの乳量は，接種牛が 40.2
±2.7 kg（平均値±標準誤差），非接種牛が 33.6±5.2 kg であった。LPS溶液は既報に従い
（Bannerman et al., 2003）調製した。すなわち，E. coli O111: B4株由来 LPS（L2360, シグ
マアルドリッチ）を 0.85% NaCl水溶液で 10 μg/mlの濃度に溶解し，ポアサイズ 0.45 μmの







で清拭した後，乳頭口にペニシリン針を挿入して LPS溶液 10 ml（LPSとして 100 μg）を，
後ろ側の左右いずれかの 1分房に注入した。注入後はポストディッピングを行って感染を
予防し，投与した分房を軽くマッサージして LPS溶液を乳房内に拡散させた。LPS投与前
の生乳中体細胞数（somatic cell count; SCC）は，すべての牛で 150,000 cells/ml未満であり，










 LPS投与から 12 h後まで，投与した分房から乳汁を 1時間おきに採取した。その他の 3
分房は，注入した日の 16時に搾乳した。LPS投与 1日～4日後は，1日 2回（9時，16時），
LPSを注入した分房からクォーターミルカーを用いて搾乳した。すべての搾乳時に直腸温
度を測定した。血液サンプルは，LPS注入後 0, 4, 8, 24, 48, 72, 96 hに頚静脈から真空採血






白血球分画，aspartate amino transferase （ASTまたは glutamic oxaloacetic transaminase; GOT），
alanine transaminase （ALTまたは glutamic pyruvic transaminase; GPT），alkaline phosphatase












乾燥させ，次に 2－プロパノール（ナカライテスク）を滴下して 2 分間固定し，乾燥させ
た。蒸留水で 1.5 倍に希釈したブロードファーストバーレイ液（武藤化学，東京）で数秒
間染色した（Broadhurst and Paley, 1939）後，蒸留水で洗い，乾燥させた。顕微鏡下（油浸，
1,000倍）で 50視野を観察した（図 3－2）。 
   視野の直径   0.21 mm 
  視野の面積   0.105×0.105×3.14＝0.0346185 mm2 
  1 cm2 の視野数  10×10÷0.0346185≒2,888.6      
  1 ml当たりの換算視野数 2,888.6÷2.5×1000≒1,155,451.5 
 したがって，50視野の平均体細胞数に 1,155,451.5を乗じて SCCを計算した。50視野を
観察して体細胞数が 0であった場合，50視野の平均体細胞数は 1÷50＝0.02 cell未満とな




 LPO活性値の測定は既報（Isobe et al., 2011）に従い実施した。乳汁を 1.5 mlチューブに
1 ml入れ， 15,000×g 1分間 4℃で遠心分離し脂肪層を除去した後，再度 15,000×g 30
分間 4℃で遠心分離し上清を採取した。この脱脂した乳汁 10 μlを 1.5 mlマイクロチュー
ブに入れて TMB液（第 2章と同様）100 μlを添加，混合し，37℃，30分間インキュベー
トした。6,000×g，1分間遠心分離した後，上清を 96ウェル平底マイクロタイタープレー
トに 100 μl入れ，マイクロプレートリーダー（Bio-Rad）を用いて 655 nmの波長で吸光度
を測定した。1 サンプルにつき 2 ウェル測定し，平均値を算出した。スタンダードには，
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lactoperoxidase（シグマアルドリッチ）を蒸留水で 10, 7, 4.9, 3.4, 2.4, 0 U/ml の濃度に調製





 ②と同様にして脱脂処理した乳汁を用いて，既報（Isobe et al., 2009b）に従い競合酵素免
疫測定法により LAP 濃度を測定した。96 ウェル平底マイクロタイタープレート（住友ベ
ークライト）に，炭酸バッファー（pH 9.7，第 2章と同様）で 2 μg/mlの濃度に調整したウ
サギ抗 LAP抗体（Isobe et al., 2009a）を 100 μl/well入れ，プレートミキサーで軽く攪拌し
た後，室温で 2時間静置し固相化した。プレートの中身を振り棄て，プレートを逆さにし
てペーパータオルにたたきつけてウェル中の液を除き，ホウ酸バッファ （ー第 2章と同様）
を 300 μl/well 入れて 1 時間静置してブロックし，プレートへの非特異的結合を防止した。
その後，プレートを逆さにして液を振り棄て，ペーパータオルにたたきつけてウェル内の
液を除いた。脱脂乳サンプルはホウ酸バッファーで 10倍に希釈し，50 μl/wellをプレート
に入れ 4時間静置した。HRP標識 LAP（Isobe et al., 2009a）を 50 μl/well添加してさらに 1
時間室温に静置した。2% Tween20加 PBS（第 2章と同様，以下 PBS-Tween）で 3回洗浄し，
プレートを逆さにしてペーパータオルにたたきつけてウェル中の液を除いた。TMB液（第
2章と同様）を 150 μl/well入れて室温で 30分間プレートミキサーで攪拌し，マイクロプレ
ートリーダー（Bio-Rad）を用いて 655 nmで吸光度を測定した。1サンプルにつき 2ウェ
ル測定して平均値をとった。スタンダードとして，10, 3.16, 1, 0.316, 0.1 ng/mlの濃度に希






 LF濃度の測定は既報に従い実施した（Huang et al., 2012）。②と同様にして脱脂処理した
乳汁 50 μlを，1.5 mlマイクロチューブに入れた飽和硫酸アンモニウム（ナカライテスク）
水溶液 150 μl に加えて攪拌し，タンパク質を沈澱させた。1,500×g，5 分間，室温で遠心




除いた。マウス抗 LF抗体（Santa cruz, LA，米国）をホウ酸バッファーで 2,000倍に希釈し，
100 μl/well入れ，攪拌して室温で 4時間静置した。PBS-Tweenで 3回洗浄後プレートを逆
さにしてペーパータオルにたたきつけてウェル内の液を除き，HRP標識抗マウス IgG抗体
（GE Healthcare, Uppsala, Sweden）をホウ酸バッファーで 4,000倍に希釈して 100 μl/well入
れ，1時間静置した。プレートを PBS-Tweenで 3回洗浄後，逆さにしてペーパータオルに
たたきつけてウェル内の液を除き，TMB液を 150 μl/well入れて 30分間室温でプレートを
攪拌した。マイクロプレートリーダー（Bio-Rad）を用いて 655 nmの波長で各ウェルの吸





 Hp濃度は，第 2章と同様に，市販の測定キット（エコス研究所）を用いて SRIDで測定
した。 
 
⑥血清中 C-reactive protein（CRP）濃度 






 血清中ワクチン抗体価を，第 2章と同様に酵素免疫測定法で測定した。 
 
⑧血清中抗 J5抗体価の測定 
 血清中抗 J5抗体価を，第 2章と同様に酵素免疫測定法で測定した。 
 
⑨血清中 IgG濃度 




 統計解析は，パーソナルコンピュータ用ソフトウェア，R Version 2.10.1 ウィンドウズ
OS用を使用して行った。追加パッケージとして簡易操作用の Rcmdr（舟尾，2007）を使用
した。SCCは常用対数に変換して集計した。LPS注入前と注入後の各測定値の平均値の比






免疫因子（SCC, LPO, LAP, LF）と，LPS注入前（0 h）の血清中抗体価および IgG濃度と
の相関関係をワクチン接種牛と非接種牛とに分類して分析した。搾乳間隔を一定にするた
め，7～12 h 後の乳量は 24 h後の乳量に加算した。ワクチン接種牛と非接種牛との乳量の
比較には 0 hの乳量に対するパーセンテージを使用した。これらは 24, 48, 72, 96 h後の乳
71 
 
















図 3－1 LPS注入器具。シリンジに乳房炎治療用ペニシリン針を装着した。 
    a：ペニシリン針（右）の内径がシリンジ（左）先端の外径より大きいため， 
      接続にはマイクロピペット用チップの先端を切断して使用した。 














牛が 38.76±0.06℃であった（図 3－4）。非接種牛では LPS投与 1 h後に投与前に比べて有
意に低下したが，非接種牛および接種牛ともに 2 h後から上昇を始め，5 h後に最高値を示





 LPSを投与した分房の投与前の平均乳量は，非接種牛が 7.6±0.8 kg，ワクチン接種牛が






 非接種牛および接種牛ともに LPS投与の 1 h後の SCCは，投与前に比べて有意に高い値
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を示した（P<0.01; 図 3－6）。非接種牛では 12 h後，接種牛では 10 h後に最高値を示し，
以後は両者とも徐々に低下した。しかし，LPS投与 103 h後においても投与前に比べて有
意に高い値を維持していた。LPS投与 12 h および 55 h後の接種牛の SCCは，非接種牛の
それに比べて有意に少なかった。 
 
(4) 乳汁中 LPO活性値 
 LPS投与後，一時的に LPO活性が低下する傾向が認められたが，4～5 h後から増加を始
めた（図 3－7）。非接種牛では 10, 12, 24, 31, 48 h後，接種牛では 6, 8, 12, 24 h後に LPS投
与前と比較して有意に高い値を示した。接種牛と非接種牛との比較では、有意な差は認め
られなかったが，24および 31 h後に非接種牛の LPO活性が接種牛に比べて高い傾向が認
められた。 
 
(5) 乳汁中 LAP濃度 
 非接種牛および接種牛で，LPS投与 1～5 h後に一時的に LAP濃度が増加する傾向が認
められたが，標準誤差が大きいため有意差は認められなかった（図 3－8）。非接種牛では




(6) 乳汁中 LF濃度 
 非接種牛，接種牛ともに LPS投与 12 h後までは LF濃度に変化はほとんど認められなか
ったが，非接種牛では 24 h後から平均濃度が上昇を始め，LPS投与 31, 48および 55 h後の
濃度が LPS投与前に比べて有意に高い値を示した（図 3－9）。接種牛は 31 h後から LF濃
度が上昇を始め，55 hおよび 79 h後の濃度が LPS投与前に比べて有意に高い値を示した。





(7) 血清中 Hp濃度 
 非接種牛および接種牛で，LPS投与 8 h後までは血清中 Hp濃度は増加しなかった（図 3
－10）。しかし，それ以後有意に増加し，非接種牛では 48 h後に平均 Hp濃度が最高値を
示した後減少に転じたが，96 h後でも投与前に比べて有意に高値であった（P<0.05）。接種
牛でも 48 h後に最高値を示し，投与前のそれに比べて有意に高かったが，その後急激に減
少し投与 96 h後では投与前の値と比べて有意な差はなかった。投与 24～96 h後では接種
牛に比べて非接種牛の方が高い Hp濃度を示したが有意差はなかった。 
 
(8) 血清中 CRP濃度 
 非接種牛および接種牛で，LPS投与後血清中 CRP濃度は一時的に低下し，非接種牛では
8 h後の濃度が LPS投与前に比べて有意に低い値を示した（図 3－11）。その後は再び CRP
濃度は上昇したが，非接種牛および接種牛ともに 96 h後においても LPS投与前に比べて有
意差はなかった。 
 
(9) 血清中抗 ETECワクチン抗体価，抗 J5抗体価および IgG濃度 
 接種牛の LPS 投与前のワクチン抗体価および抗 J5 抗体価は，非接種牛に比べて有意に
高かった（図 3－12 a, b）。LPS投与前の IgG濃度は非接種牛と接種牛の間に差は認められ
なかった（図 3－12 c）。 








－1）。なお，LPS投与 3 h後の LAP濃度の平均値は 11 h後の値よりも高かったが，LPS投
与前と 3 hとの間に有意な差が認められなかったため 11 h後のデータを分析に用いた。 
 SCC, LPOおよびLFのいずれの間にも有意な正の相関関係が認められた。Q-milkと，SCC, 
LPO, LAPおよび LFの間に有意な負の相関が認められた。Hpと，LFおよび BTとの間に
有意な正の相関が認められた。 
 非接種牛と接種牛を分けてそれぞれ相関係数を算出すると，非接種牛において，LF濃度




























図 3－2  ブロードファーストバーレイ液による乳汁の染色像 
     スケールバーは 20 μmを示す 

























図 3－3  LPS注入後の生乳の性状の変化。黄色味を帯び，半透明となった 
         a, bは異なるウシから採取した 
0 h   1 h   2 h   3 h    4 h   5 h    6 h   7 h   8 h   9 h 












 図 3－4  LPS投与後の直腸温度の推移 
        ○：接種牛 (n=7)，▲：非接種牛 (n=7)，値は平均値±標準誤差 
  *：0 hと比較して有意差あり(P<0.05) 











  図 3－5 LPS投与分房の乳量の推移 
    ○：接種牛 (n=7)，▲：非接種牛 (n=7)，値は平均値±標準誤差 








































































 図 3－6 LPS投与分房の乳汁中体細胞数（SCC）の推移 
    ○：接種牛 (n=7)，▲：非接種牛 (n=7)，値は平均値±標準誤差 
        *：0 hと比較して有意差あり(P<0.05) 










































































 図 3－7 LPS投与分房の乳汁中 lactoperoxidase（LPO）活性値の推移 
    ○：接種牛 (n=7)，▲：非接種牛 (n=7)，値は平均値±標準誤差 
        *：0 hと比較して有意差あり(P<0.05) 













































 図 3－8 LPS投与分房の乳汁中 lingual antimicrobial peptide（LAP）濃度の推移 
    ○：接種牛 (n=7)，▲：非接種牛 (n=7)，値は平均値±標準誤差 
        *：0 hと比較して有意差あり(P<0.05) 
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 図 3－9 LPS投与分房の乳汁中 lactoferrin（LF）濃度の推移 
    ○：接種牛 (n=7)，▲：非接種牛 (n=7)，値は平均値±標準誤差 
        *：0 hと比較して有意差あり(P<0.05) 







































 図 3－10 血清中 haptoglobin（Hp）濃度の推移 
     ○：接種牛 (n=7)，▲：非接種牛 (n=7)，値は平均値±標準誤差 











 図 3－11 血清中 C-reactive protein（CRP）濃度の推移 
     ○：接種牛 (n=7)，▲：非接種牛 (n=7)，値は平均値±標準誤差 














































































 図 3－12  LPS投与前の血清中抗体価および IgG濃度 
      a：ワクチン抗体価，b：抗 J5抗体価，c：IgG濃度 























































































 図 3－13 血清中ワクチン抗体価と抗 J5抗体価の推移 
       a：ワクチン抗体価，b：抗 J5抗体価 
    ○：接種牛 (n=7)，▲：非接種牛 (n=7)，値は平均値±標準誤差 






















































































































































































































































































































































































































































































































































































































表 3－2 各自然免疫因子と，非接種牛およびワクチン接種牛のワクチン抗体価， 
        抗 J5抗体価および IgG濃度との相関係数 1 
 検査項目 
 ワクチン抗体価 (0)  抗 J5抗体価 (0)  IgG 濃度 (0) 
検査項目 2 非接種牛 接種牛  非接種牛 接種牛  非接種牛 接種牛 
SCC (12) 0.542   0.706    0.574   0.442    0.882** 0.225 
LPO (31) 0.196   0.769*    0.300   0.458    0.290 0.416 
LAP (11)  －0.080   0.556  －0.471 －0.458  －0.053 0.242 
LF (48) 0.118   0.871*    0.746**   0.285    0.603 0.362 
1ワクチンおよび J5抗体価，IgG濃度：0 h時点の値を用いた。 
SCC = SCCの常用対数値, LPO = 乳汁中 lactoperoxidase活性値(U/ml), 
LAP = 乳汁中 lingual antimicrobial peptide濃度(nM), LF = 乳汁中 lactoferrin濃度(μg/ml) 
2カッコ内の数値は LPS投与後最高値を示した経過時間(h) 





 LPS投与後の乳汁中 LAP濃度は，8 h後で接種牛が非接種牛に比べて有意に低い値を示




ワクチン接種牛において，LPS投与前の ETECワクチン抗体価と LPS投与 31 h後の LPO











 海外では，E. coli O111:B4 J5株あるいは Salmonella Typhimurium Re-17変異株からつくら
れた乳房炎ワクチン接種が ACMの症状を軽減することが示唆されているが（Hogan et al., 
1992b, 1995; Wilson et al., 2007b; McClure et al., 1994），そのメカニズムはよくわかっていな
い。Dosogne et al.（2002)は，J5ワクチン接種が，乳腺内の記憶細胞が介在して Tヘルパー
1 細胞による乳腺組織の過剰反応を起こし，ACM の症状を軽減するという仮説を示した。
本実験では，生菌ではなく LPS を投与したにもかかわらず，ワクチン接種牛の LAP およ




 LPS投与分房の乳量（相対値）の平均値は，非接種牛が 24 h後に有意な低下を示したの
に対し，ワクチン接種牛では有意な低下がみられなかった（図 3－5）。ACMを発症したウ
シは一時的に泌乳量が低下することが知られている（Bannerman et al., 2003; 2004b; Wilson 














 非接種牛の SCCは，LPS投与の 12および 55 h後に，接種牛に比べて有意に高い値を示
した（図 3－6）。この結果は乳汁中 LAPおよび LF濃度の結果とも一致する。このことか
ら，非接種牛の乳房局所の炎症反応が，接種牛のそれに比べて強いことが示唆された。 
 非接種牛において，LPS投与前の血清中 IgG濃度とピーク時の SCCの値との間には有意











 非接種牛において，LPS投与前の抗 J5抗体価と 48 h後の LF濃度が有意な正の相関を示
したことから（表 3－2），抗 J5抗体価の高いウシはピーク時の LF濃度が高くなることが
示唆された。この現象は，前述した，接種牛の ETECワクチン抗体価と 31 h後の LPO活
性値および 48 h後の LF濃度が有意な正の相関を示したことに類似していたが，非接種牛
にみられたという点が異なる。J5は多様なグラム陰性菌と交差反応を示すことが知られて




ける有効な指標とされている（Eckersall and Bell, 2010）。非接種牛及び接種牛の血清中 Hp
濃度は LPS投与の 24 h後には LPS投与前に比べて有意に高い値を示し，接種牛では 72 h
後まで，非接種牛では 96 h後まで有意差があり，LPS投与に対して鋭敏に反応していた（図
3－10）。 急性期タンパクには，Hpの他に C-reactive protein（CRP），serum amyloid A（SAA），
α1-acid protein 等が知られている。反芻動物において CRPは主要な急性期タンパクとは考
えられていないが，Lee et al. (2003)は乳牛の血清中 CRP濃度を調査し，慢性乳房炎などの
炎症を起こした牛群の CRP濃度が健康なウシに比べて有意に高かったと報告した。今回の
調査では，非接種牛および接種牛のいずれにおいても，LPS投与後一時的に低下して，非
接種牛では 8 h後に 0 hと比べて有意に低い値となり，その後上昇する傾向が認められた
が，LPS投与の 96 h後においても LPS投与前に比べて有意差はなかった（図 3－11）。こ
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のことから，LPS 投与によるウシの急性乳房炎における CRP の臨床的意義は，Hp に比べ
て低いと考えられた。一方，CRPは乳の分泌に関連したタンパク質として知られており（古
澤ら，2011），LPS 投与後の CRP 濃度の一時的な低下は，泌乳量の低下に関連していると
考えられた。 
 接種牛の直腸温度の平均値は 8および 9 h後で 0 hに比べて有意に高かったが，非接種
牛ではその時既に 0 hとの有意差はなかった（図 3－4）。また，LPS投与の 10 h後に非接
種牛のそれに比べて有意に高い値を示した。体温の上昇は，LPS投与によってマクロファ





 接種牛および非接種牛の乳汁中の平均 LAP濃度は LPS投与前と比べて有意差はなかっ
たが，LPS投与の 2～5 h後に一時的な上昇が認められた（図 3－8）。Isobe et al.（2009b）
の報告では，乳汁中 LAP濃度は LPS投与 2 h後から有意に上昇し始めた後，高値を維持し，
12 h後にピークとなり 72 h後に低下した。本実験では LPS投与 2～4 h後に，有意差はな
かったものの一時的に増加した後，6 h後に低下し，その後再び上昇し，7および 8 h後に
投与前と比べて有意差があった。このような LPS投与後の LAP濃度の変化に違いが生じ
た理由は，本実験において個体差が大きかったためと思われる。すなわち，ウシによって，
2～5 h後のみ濃度が高くなるウシと 10～12 h後のみ濃度が高くなるウシが存在していたが，
これらを平均したため今回のような結果になったと考えられる。しかし，このような LPS
投与後の LAP濃度の上昇パターンが違うことが何によるものなのか興味深い。また，本実






 乳汁中 LF濃度は非接種牛では LPS投与の 31, 48および 55 h後に，接種牛では 55およ
び 79 h後に LPS投与前に比べて有意に高い値を示した（図 3－9）。Huang et al.（2012）の






























































 泌乳中期の乳牛 14頭を供試し，うち 7頭には ETECワクチンを接種し，残りの 7頭は無
処置とした。ワクチン接種の 3週間後，全頭の後ろの 1分房に 10 μg/ml LPS溶液を 10 ml
投与した。投与の 12時間（12 h）後までは 1時間おきに，LPS投与 1～4日後は 1日 2回
（9時，16時）生乳サンプルを採取し，それと同時に直腸温度（体温）を測定した。血液




 LPS投与 10 h後 の接種牛の平均体温は，非接種牛のそれに比べて有意に高かった。LPS
投与 24 h後の LPS投与分房の乳量（Q-milk）は，非接種牛では LPS投与前に比べて有意
に少なかったが，接種牛では有意な低下は認められなかった。LPS投与 12および 55 h後
の SCC，8 h後の LAP濃度，55 h後の LF濃度は，それぞれ接種牛が非接種牛に比べて有
意に低かった。非接種牛および接種牛の血清中 Hp濃度は LPS投与の 24 h後に LPS投与前
に比べて有意に高い値となり，非接種牛では 96 h後まで，接種牛では 72 h後まで LPS投
与前に比べて有意に高い値となった。血清中 CRP 濃度は LPS 投与前に比べて有意な濃度
上昇は認められなかった。0 hの接種牛のワクチン抗体価および抗 J5抗体価は非接種牛に
比べて高かったが，IgG濃度は両区間に有意差は認められなかった。 
 乳汁中の SCC, LPO 活性, および LF 濃度の間に有意な正の相関が認められた。また，
Q-milkと，SCC, LPO活性, LAP濃度, LF濃度の間に有意な負の相関が認められた。非接種







































 ACM は環境性乳房炎に分類されることから，環境中の大腸菌群数を減らすことが ACM
の予防につながる。しかしながら，気温が上昇する夏から秋にかけての時期は，環境中の
大腸菌群数が増加する（Hogan et al., 1989）ため，乳房が接触する牛床中の菌数も増加し，





























 第 2章実験 1では，2007年に 4戸 273頭，2008年に 3戸 207頭を供試し，それぞれ 133














討した。乳汁からグラム陰性菌が分離された ACM 発生牛 56症例を供試し，乳汁からの分
離菌種と生菌数，初診時の臨床病理学的検査成績，ワクチン接種の有無，ワクチン接種日，





死亡・廃用 9），非接種牛 25例（治癒 14，死亡・廃用 11）であり，発生時期は 6月が 23%
（13例）で最も多く，6～9月に 71%（40例）が発生していた（図 2－4）。また，分娩後日


















方，泌乳期のウシへの ETEC ワクチンの接種は，ワクチンに含まれる LPS がウシの健康に
悪影響を及ぼすことが懸念される（中澤，1992; 小峯，2011; 2012）。本ワクチンの説明書に


















 ワクチンの投与経路に関しては，Hogan et al.（1997）および Smith et al.（1999）が J5ワ




























ンを 1回接種し，3週間後に全頭に対し LPS 100 μgを後ろの 1分房に投与後，生乳サンプ
ルおよび血液サンプルを 4日間採取した。 
 その結果，ワクチン投与により体温は上昇し（図 3－4），乳量は増加し（図 3－5），SCC
（図 3－6），乳汁中 LAP濃度（図 3－8），乳汁中 LF濃度（図 3－9），血清中 Hp濃度は低
下した（図 3－10）。また，LPS投与前の血清中抗体価および抗 J5抗体価は接種牛が非接種
牛に比べて有意に高い値を示したが，IgG濃度は両群間で有意な差はなかった（図 3－12）。 

















 大腸菌ワクチンの作用機序については，海外で使用される J5 ワクチンについて調べられ
ている。特異抗体が乳房炎の症状を軽減するとする説が旧来からあり，これを裏付けるも
のとして，抗 J5抗体を含む血清あるいは血漿をヒトの敗血症患者に投与すると死亡率が低
下するという報告がある（Braude et al., 1977; Ziegler et al., 1982; Baumgartner et al., 1985）。こ
の他，ウマや（Spier et al., 1989），モルモットでも同様の報告がある（Dunn and Ferguson, 1982）。
J5 は多様なグラム陰性菌と血清学的に交差することが報告されており（Tyler et al. 1991; 
Tomita et al., 1995），ETECワクチンの場合も J5と血清学的に交差することがわかっている







長期化を防ぐとする仮説である。これらの仮説は，いずれも J5ワクチンの接種により E. coli
に対する獲得免疫が得られるとの考え方に基づいている。 





ンの IL-1の作用を調整する IL-1 receptor antagonist（IL-1ra）の血清中濃度が，治癒牛に比べ



























 第 2章実験 2では，ACMの野外症例において，ETECワクチン接種牛の血清中 IgG濃度
は，非接種牛に比べて有意に低かった（図 2－8）。一方，第 3章においては，LPS投与前の
ワクチン接種牛および非接種牛の間に，血清中 IgG濃度に有意な差はなかった（図 3－12）。























図 4－1 ワクチン抗体による乳腺および全身の自然免疫応答抑制メカニズム 
    （古澤ら，2011を参考に作図） 
         LPS = lipoplysaccharide, LBP = lipopolysaccharide binding protein,  
         CD14 = cluster of differentiation 14, TLR4 = toll-like receptor 4,  


























  及ぼす影響 
(1) 大腸菌不活化ワクチンの接種が乳房炎発生率および死廃率に及ぼす影響 
 2007および 2008年に酪農家 5戸の乳牛を用いてランダム化比較試験を行った。供試牛は，
2007年は 4戸 273頭，2008年は 3戸 207頭を用いた。各戸のウシをランダムにワクチン接











































側の乳房内に LPSを投与した。生乳は，1日目は LPS投与前（0 h）および 1時間（1 h）後
から 12 h後まで 1時間おきに採取し，2日目から 4日目まで 1日 2回 9時と 16時に採取し




 12, 55 h後の SCC, 8 h後の LAP濃度，55 h後の LF濃度は，それぞれ非接種牛に比べて接
種牛の方が有意に低かった。ワクチン接種牛において，0 h のワクチン抗体価と 31 h 後の
LPO活性，48 h後の LF濃度が有意な正の相関を示したが，非接種牛では相関が見られなか
った。非接種牛の 0 hの IgG濃度は 12 h後の SCCとの間に有意な正の相関を示したが，接
種牛では両者間に相関が無かった。24 h後の LPS投与分房の乳量は，非接種牛では投与前
に比べて有意に減少したが，接種牛では有意な減少は認められなかった。 
 以上の結果から，大腸菌不活化ワクチンを接種すると，乳房に LPS を投与した時の乳汁
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